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La presents invention conceme la detection el/ou l'identification de bacteries de 
genre Staphylococcus. 

Les bacteries de genre Staphylococcus ou Staphylocoques sont responsables 
d'un grand nombre d'infections nosocorrriales et represented un probleme hospitalier 
important Ces bacteries sont des bacteries Gram positives, qui peuvent Stre classees en 
deux grands groupes que Ton distingue par la production d'une enzyme, la coagulase, 
declenchant la coagulation du plasma. On distingue ainsi les Staphylocoques coagulase 
negatifs, dont le representant principal est Staphylococcus epidermidis et les 
Staphylocoques coagulase positifs, dont le representant principal est Staphylococcus 
aureus, hien connu pour sa virulence. Les Staphylocoques sont largement repandus dans 
l'environnement, la peau et les muqueuses de l'homme et de l'animal. La desquamation 
regutiere de ces h6tes a pour effet de les disperser abondamment dans la nature (eau, sol, 
air, aliments, objets), et en milieu hospitatier, des mesures draconiennes d'hygiene et 
d'isolement des patients sont requises pour limiter la dissemination des souches 
epidermiques. Ainsi, Staphylococcus aureus, qui represents 80 a 90% des 
Staphylocoques isoles en clinique est un pathogene majeur de l'homme responsable de 
nombreuses infections en milieu hospitatier, tels que notamment lors de pneumonies 
20 nosocomiales, d'infections de plaies chirurgicales, d' infections de brulures, d'infections des 
corps etrangers (valves cardiaques, protheses de hanche, agrafes...) et d'infections 
systemiques ou de septicemics qui sont souvent dues a l'usage de catheters intra 
vasculaires, ou a la dissemination de la bacterie a partir d'un autre foyer infectieux. 
D'aulres Staphylocoques font naturellement partie de la flore cutaneo-muqueuse de 
l'homme comme Staphylococcus epidermidis, mais possedent egalement un potentiel 
pathogene, qui s'exprime alors dans un contexte particutien implantation de corps 
Grangers (prothese cardiaque, sondes, catheters...) et/ou immunod6ficience (sida, 
radiotherapie, cliinuotherapie, neonatalite\ . .). 
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n s'avere ainsi que n'importe quel Staphylocoque siegeant de facon permanente sur la 

peau et les muqueuses de Humane presente un risque infectieux. Un diagnostic precoce de 

la presence de ces bacteries, ainsi que leur identification s'avere done essentiel. 

Un premier examen microscopique permet, rapidement, de part la morphologie des 

bacteries Gram positive (res 6vocatrice, de suspecter la presence de Staphylocoques dans 

un echantillon biologique, tel qu'un echantillon sanguin ou un echantillon issu d'une plaie 

infectee. 

Si cet examen microscopique montre la presence de bacteries Gram positive, un examen 
plus approfondi doit etre realise, afin d'une part, de confirmer que ces bacteries 
appartiennent bien au genre Stapltylococcus, et s'assurer qu'il ne s'agit pas de bacteries 
Gram positive d'autres genre telles que des bacteries de genre Micrococcus et d'autre 
part d'identifier l'espece a laquelle appartiennent ces bacteries (.Staphylococcus 
epidermis, aureus. . .). Pour cela, on met en culture ces bacteries (sur milieu standard et 
milieu selectif de Chapman ) et on realise : 

• un diagnostic du genre auquel appartiennent ces bacteries. Ce diagnostic de genre 
peut etre realise par un test de sensibilite a la lysostaphine, au lysozyme ou a la 
nitrofurantoine, 

• un diagnostic de l'espece a laquelle appartiennent ces bacteries qui peut etre 
realise" notamment par des galeries ^identification. 

Us techniques de biologie moleeulaire sont egalement utilisees pour le diagnostic de genre 
et d'espece, et permettent d'6tablir un diagnostic rapidement Le principe de 
fonctionnement de ces techniques repose prmcipalement sur un des fondements de la 
biologie moleculaiie : k phenomene d'hybridation (voir par exemple A.C. Whelen et D. 
Persing, Annu. Rev. Microbiol, 1996, 50, p 349-373 ; J. M. Hunt et D. H. Persing, 
« Bacteria detection » in DNA Probes, ed GH Keller and MM Macrak, Stockton Press, 
2 nd edition, Section 13, p525-55). 

Le diagnostic de l'espece et/ou de genre peut etre (Mtermute par l'utilisation de sondes 
d'hybridation. Lorsqu'on compare le genome des differentes especes de bacteries de 
genre Staphylococcus, on peut distinguer des regions dites conservees, dont h sequence 
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est identique entre les diffejentes especes de baches de genre Staphylococcus (on 
parlera par la suite de « sequence cible conservee »), et des regions dites specifies, dont 
la sequence est variable entre les oWerentes especes de bacteries de genre 
Staphylococcus et caractenstique de chaque espece (on parlera par la suite de 
5 « sequence cible specifique »). Lorsqu'on souhaite realiser un diagnostic d'espece, on 
choisit une sonde d'hybridation, specifique d'uue espece donnee, qui s'hybride par 
compl6mentarite a une sequence cible specifique. Lorsqu'on souhaite realiser un diagnostic 
de genre, on choisit une sonde d'hybridation specifique de genre Staphylococcus, qui 
s'hybride, par complementarite a une sequence cible conservee. Ces techniques de 
10 biologie moleculaire faisant appel a des sondes d'hybridation sont bien connues de 
l'homme du metier qui peut se referer notamment a un ouvrage de base tel que 
« Molecular cloning, a laboratory manual », voir notamment Chapitre 9: «analysis and 
, cloning of eukaryotic genomic DNA» etparagraphe 9.47 : .Hybridization of radiolabeled 
probes to immobilized nucleic acids »; J Sambrook, EF Fritech, T Maniatis, (eds Cold 
15 Spring Harbor Laboratory Press). 

Toutefois, la quantite de bacteries etant generalement trop faible dans la plupart des 
prelevements cliniques, U est souvent necessaixe d'augmenter, par une reaction 
d'amplification enzymatique, la quantite de sequences cibles (conservees ou specifiques) 
susceptibles de s'hybrider a une sonde d'hybridation, afin d'augmenter la probabitite 
20 d'hybridation entre cette sequence cible et cette sonde d'hybridation. De telles techniques 
sont bien connues de rhomme du metier et on peut citer notamment la FCR (Polymerase 
C3iain Reaction), telle que decrite dans les brevets US-A-4,683,195, US-A-4,683,202 et 
US-A-4,800,159. 

Pour le diagnostic de bacteries de genre Staphylococcus, cette etape d'amplification est 
5 delicate car, ne connaissant ni 1'espece, ni le genre de bacteries susceptible de contaminer 
l'echantillon, on doit utiliser des amorces d'amplification permettant d'amplifier des 
sequences cibles uniquement de bacteries de genre Staphylococcus, mais ceci, quelque 
soit l'espece de bacteries de genre Staphylococcus. De plus, du fait de la grande 
variabilite du genome entre les differentes especes de bacteries de genre Staphylococcus, 
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une amorce ^amplification confonne a la sequence connue d'une espece de genre 
Staphylococcus pent faillir k V amplification d'une autre espece de genre Staphylococcus. 
Le choix des amorces d'amplification est done essenuel. 

La pr&ente invention fournit preeminent de nouvelles amorces d'amplification fecilitent la 
detection et/ou Ticlentification d'un grand nombre d'espece de bacteries de genre 
Staphylococcus. Lorsque qu'on ne connait pas 1'espece de Staphylocoqques presents 
dans un echantillon, il est alors tes pertinent d'utiliser des amorces selon Invention, 
permettant d'amplifier toutes les especes de genre Staphylococcus. On obtient alors une 
grande quanta de materiel biologique permettant d'utiliser ensuite une batterie de sondes 
specifiques, pour determiner, sans aucune presomption Salable, quelle espece de 
Staphylocoques estpresente dans l'echantillon. 

D'une maniere surprenante, les inventeurs ont decouvert que les amorces d'arr^lification 
comprenant la SEQ ID N°l (5' TAA CCT ACC TAT AAG ACTG G 3') ou la SEQ ID 
N°2 (5' TC ACC CCA ATC ATT TGT CCC 3') sont tres pertinentes pour amplifier des 
sequences cibles permettant non seulement de detecter des bacteries de genre 
Staphylococcus, mais egalement d'identifier un grand nombre d'especes de bacteries de 
genre Staphylococcus. 

A ce titre, Invention conceme un precede de detection et/ou ^identification de bacteries 
de genre Staphylococcus dans un echantillon biologique comprenant les etapes suivantes : 

A. on extrait le materiel nucleique des bacteries de genre Staphylococcus, 

B. on amplifie au moins une sequence cible du materiel nucleique des bacteries de 
genre Staphylococcus grace a au moins une amorce d'amplification comprenant 
au moins 10, preferenueUement au moins 15 et encore plus prefeientiellement au 
moins 20 motifs nucieotidiques de la SEQ ID N°l et/ou au moins une amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentieUement au moins 15 et encore 
plus preferentiellement au moins 20 motifs nucieotidiques de la SEQ ID N°2 pour 
obtenir des amplicons de la sequence cible. 

C. on determine la presence de bacteries de genre Staphylococcus par la detection 
desdits amplicons. 
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Au sens de la presents invention, les bacteries de genre Staphylococcus peuvent 6tre 
notamment des bacteries Staphylococcus arlettae ; Staphylococcus aureus.aureus ; 
Staphylococcus auricularis ; Staphylococcus capitis.capitis ; Staphylococcus 
capitisMreolyticus ; Staphylococcus caprae ; Staphylococcus carnosus carnosus ; 
Staphylococcus carnosus utilis ; Staphylococcus chromogenes ; Staphylococcus 
cohnii cohnii ; Staphylococcus cohnii urealyticum ; Staphylococcus condiment ; 
Staphylococcus delphmi ; Staphylococcus epidermidis ; Staphylococcus equorum ; 
Staphylococcus gallinarum ; Staphylococcus haemolyticus ; Staphylococcus 
hominis.hominis ; Staphylococcus hominis.novobiosepticus ; Staphylococcus hyicus ; 
Staphylococcus intermedin ; Staphylococcus kloosii ; Staphylococcus lentus ; 
Staphylococcus lugdunensis ; Staphylococcus pasteuri ; Staphylococcus 
piscifermentans ; Staphylococcus pulvereri ; Staphylococcus saprophyticus.bovis ; 
Staphylococcus saprophyticus.saprophyHcus ; Staphylococcus schleiferi.coagulans ; 
Staphylococcus schleiferLschleiferi ; Staphylococcus sciun ; Staphylococcus 
simulans ; Staphylococcus vitulinus ; Staphylococcus warneri ; Staphylococcus 
xylosus 

Au sens de la presente invention, on entend par echantillon hinlr,^ tout echantillon 
susceptible de contenir un materiel nucleique tel que defini ci apres. Cet echantiUon 
biologique pent etre preleve chez un patient et peut etre notamment un echantillon de tissus 
infect, de prelevements nasaux, de sang, de serum, de salive, de cellules circulates du 
patient On dispose de cet echantillon biologique par tout type de prelevement connu de 
l'homme du metier. Cet echantiUon biologique peut egalement etre un echantillon 
atimentaire, d'eau, de lait, aliment d'origine animate, prelevements v6terinaires (tissus 
infect&s...)- 

Au sens de la presente invention, le materiel nucleique. comprend une sequence decides 
nucteiques telle que s6quer.ce d'acides desoxyribonucleiques (ADN) ou d'acides 
ribonucleiques (ARN). Par sequence d'acides nucleiques (ou fragment nucleotidique ou 
oUgonucteotide, ou polynucleotide), on entend un enchaihement de motifs nucleotides 
assembles entre eux par des liaisons ester phosphorique, caracteris6 par la sequence 
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informationnelle des acides nucleiques naturels, susceptibles de s'hybrider a une autre 
sequence d'acides nucleiques, renchaincment pouvant contenir des monomeies de 
structures diffeientes et etre obtenu a pamr dune molecule dacide nucleique naturelle 
el/ou par recombinaison gerietique et/ou par synthese chimique. Par motif nucleique, on 

5 entend un derive d'un monomere qui pent etre un nucleotide naturel d'acide nucleique dont 
les Elements constitute sont un sucre, un groupement phosphate et une base azotee; dans 
l'ADN le sucre est le d6soxy-2-ribose, dans TARN le sucre est le ribose ; selon qu'il 
s'agisse de l'ADN ou TARN, la base azotee est choisie parmi 1'adenine, la guanine, 
ruracile, la cytosine, la fliymine ; ou bien le monomere est un nucleotide modifie dans run 

10 au moins des trois elements constitutifs ; a titte dexemple, la modification pent intenenir 
soil au niveau des bases, avec des bases modifiees telles que l'inosine, la 
methyl-Sdesoxycytidine, la desoxyuridine, la dimethylanMno-5d6soxyuridine ) ' la 
diamino-2,6- P urine, la bromo-5desoxyuridine ou toute autre base modifies capable 
d-hybridation, soit au niveau du sucre, par exemple le emplacement dau moins un 

15 desoxyribose par un polyamide (P.E. Nielsen et al, Science, 254, 1497- 1500 (1991), soit 
encore au niveau du groupement phosphate, par exemple son emplacement par des esters 
notamment choisis parmi les diphosphates, alkyl- et aryl-phosphonates et 
phosphorothioates. 

Selon un mode pefere de realisation de Invention, le materiel nucleique comprend une 

20 sequence d'acides desoxyribonucMiques. 

Cette sequence d'acides nucleiques compiend au moins une sequence cible. Par sequence 
cfofe, on entend une sequence dont l'enchainement en motifs nucleotidiques permet de 
determiner la presence d'une bacterie de genre Staphylococcus et/ou d'identifier l'espece 
de bacterie de genre StapJrylococcus. Cette sequence cible compiend au moins une 

25 sequence cible conservee, c'est a dire une sequence dont l'enchainement en motifs 
nucleotidiques permet de determiner la presence de n'importe quelle espece de bacteries 
de genre Staphylococcus. La sequence cible peut cornprendre, en outre, au moins une 
sequence cible specifique, c'est a dire une sequence dont l'enchainement en motifs 
nucleotidiques permet d'identifier une espece donnee de bacterie de genre 
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Staphylococcus. Selon un mode encore plus prefere de realisation de l'invention, la 
sequence cible specifiquc est comprise entre deux sequences cibles conservees. 
Selon un mode prefere de realisation de 1'invention, le materiel nucleique est extrait d'un 
echantillon biologique preleve" chez un patient 
5 Au sens de la presente invention, on entend par amorce d'am^ f^ mfs 

nucleique comprenant de 5 a 100 motifs nucleotidiques, preferentieUement de 15 a 25 
motifs nucleotidiques permettant firnuation d'une polymerisation enzymatique, teUe que 
notamment une reaction ^amplification enzymatique. Cette amorce ^amplification 
comprend au moins 10, preferentieUement 15 et encore plus preferentieUement 20 motifs 
10 nucleotidiques de la SEQ ID N°l ou au moins 10, preferentieUement 15 et encore plus 
preferentieUement 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2. Au sens de la presente 
invention, une amorce d'amplification comprenant 

• une sequence homologue a la SEQ ID N°l ou la SEQ ID N°2, c'est a dire 

o la sequence compKrr^tauie ou suf&^amment complements 
!5 ID N°l ou 2 

o une sequence presentant une homologie suffisante pour s'hybrider a la 
SEQ ID N°l ou a la SEQ ID °2 ou a la sequence complementaire a la 
SEQ ID N°l ou a la SEQ ID N°2, 

• une sequence comprenant une sequence de SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 (ou une 
20 sequence homologue a SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 teUe que definie 

precedemment) dans laqueUe les bases uracUe sont substituees aux bases mymine, 
et qui aurait la meme fonction que l'amorce d'amplification selon l'invention, c'est a dire 
permettre ^amplification d'un grand nombre d'especes de bacteries de genre 
Staphylococcus, est consideree comme equivalente a l'amorce d'amplification selon 
25 l'invention. 

Par ^on d'amplificarion enzymatique. , on entend un processus generant de multiples 
copies (ou ampUcons) d'une sequence nucleique par faction d'au moins une enzyme. De 
telles reactions d'amplification sont bien connues de 1'homme du metier et on pent citer 
notamment la PCR (Polymerase Chain Reaction), teUe que decrite dans les brevets US-A- 
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4,683,195, US-A-4,683,202 et US-A-4,800,159 ; la LCR (Ligase Chain Reaction), 
expose* par exemple dans la demande de brevet EP-A-0 201 184 ; la RCR (Repair 
Chain Reaction), decrite dans la demande de brevet WO-A-90/01069 ; la 3SR (Self 
Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet WO-A-90/06995 ; la 
NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet WO- 
A-91/02818, ou encore la IMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet 
US-A-5399,491. Dans la suite de 1'expose, on parlera de sequence cible qu'elle soit en 
simple bin ou en double brin. 

Lors de 1'etape A on extrait le. materiel nugMg ue par toutpretocole connu de rhomme du 
metier. A titre indicatif, 1'extraction d'acides nucleique pent etre reatisee par une &ape de 
lyse des cellules presentes dans rechantillon biologique, afin de liberer les acides 
nucleiques contenus dans les enveloppes proteiques et/ou lipidiques des microorgamsmes 
(comme des deMs ceUulaires qui perturbent les factions ulterieures). A tin* d'exemple 
on pent utiliser les methodes de lyse teUes que decrite dans les demandes de brevet WO 
00/05338 sur la lyse mixte magnetique et mdcanique, WO 99/53304 sur la lyse electrique, 
et WO 99/15321 sur la lyse mecanique. 

L-homme du metier pouxra utiliser d'autres methodes de lyse bien connues, teUes que les 
chocs thermiques ou osmotiques ou les lyses chimiques par des agents chaotropiques tels 
que les sels de guanidium (US 5,234,809). Cette etape de lyse pent egalement etre suivie 
d'une 6tape de purification, permettant la separation entre les acides nucleiques et les 
autres constituants ceUulaires relargues dans l'etape de lyse. Cette etape permet 
generalement de concentrer les acides nucleiques, et pent Stre adapte a la purification 
d'ADN ou d'ARN. A titre d'exemple, on pent utiliser des particules magnetiques 
eventueUement revetues d'oligonucleotides, par adsorption ou covalence (voir a cc sujet 
les brevets US 4,672,040 et US 5,750,338), et ainsi purifier les acides nucleiques qui se 
sont fixes sur ces particules magnetiques, par une etape de lavage. Cette etape de 
purification des acides nucleiques est particutierement interessante si 1» on souhaite amplifier 
ulterieurement lesdits acides nucleiques. Un mode de realisation particutierement 
infesant de ces particules magnetiques est decrit dans les demandes de brevet 



WO 2005/007883 



PCT/FR2004/050315 



9 



WO97/45202 et WO99/35500. Un autre exemple interessant de m6thode de purification 
des acides nucleiques est Motion de since soit sous fonne de colonne, soit sous forme 
de particules inertes (Boom R. et al., J. din. Microbiol., 1990, n°28(3), p. 495-503) ou 
magnetiques (Merck: MagPrep® Silica, Promega: MagneSil™ Paramagnetic particles). 
5 D'aulres memodes tres rcpandues reposent sur des r6sines echangeuses d'ions en colonne 
ou en format particulate paramagnetique (Whatman: DEAE-Magarose) (Levison PR et 
al., J. Chromatography, 1998, p. 337-344). Une autre methode tres pertinent* mais non 
exclusive pour Invention est celle de Adsorption sur support d'oxyde metollique (societe 
Xtrana: matrice Xlra-Bind™). 

10 Lorsque Ton souhaite extraire spccifiquement l'ADN d'un eclmtillon biologique, on peut 
notamment rdafoer une extraction par du phenol, du chloroforme et de 1'alcool pour 
efiminer les prolines et precipiter l'ADN avec de 1'alcool 100%. L'ADN peut alors etre 
cubic" par centrifugation, lav<< et remis en suspension . 

Lors de l'6tape B, on amplifie an mojns nne sequent dbte du materiel nucleique par l'une. 
15 quelconque des reactions d'amplification enzyrnatique teUes que definies precedemment 
Ces techniques mettent generalement une succession de cycle comprenant les etapes 
suivantes: 

o la denaturation de la sequence cible si celle ci est en double brin afin d'obtenir 
deux brins cibles, compl&nentaires, 
20 o 1'hybridation de chacun des brins cibles, obtenus lors de l'etape de denaturation 

precddente avec au moins une amorce d'amplification , 
o la formation a partir des amorces d'amplification des brins complementaires aux 
brins sur lesquels elles sont hybridces en presence d'une enzyme polymerase et de 
nucleosides triphosphate ^nucleoside triphosphate et/ou desoxyribonucleoside 
25 triphosphate selon les techniques) 

ce cycle 6tant repute un nombre de fois determine pour obtenir la sequence cible dans une 
proportion suffisante pour permettre sa detection. 

Par immon, on entend le processus au cours duquel, dans des conditions appropriecs, 
deux sequences nuclSques telle que notamment une amorce d'amplification et une 
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sequence cible ou une sonde d'hybridation et one sequence cible, se Kent avec des liaisons 
hydrogenes stables et specifiques pour former un double brin. Ces liaisons hydrogenes se 
forment entre les bases complements Adenine (A) et thymine (T) (ou uracile (U)) (on 
parle de liaison AT) ou entre les bases compl^mentaires Guanine (G) et cytosine (Q (on 
parle de liaison GC). L'hybridation de deux sequences nucleiques pent etre totale (on 
parle alors de sequences complements), c'est a dire que le double brin oblenu lors de 
cette hybridation comprend uniquement des liaisons A-T et des liaisons C-G Cette 
hybridation pent etre partielle (on parle alors de sequences suffisamment 
com P 16mentaires), c'est a dire que le double brin obtenu comprend des liaisons AT et 
des liaisons C-G permettant de former le double brin, mais Element des bases non lides 
a une base complement. L'hybridation entre deux sequences complement^ ou 
suffisamment complementaires depend des conditions operatoires qui sont utilises et 
notamment de la stringency La stringence est deffine notamment en fonction de la 
composition en bases des deux sequences nucleiques, ainsi que par le degre de 
mesappariement entre ces deux sequences nucleiques. La stringence pent egalement etre 
fonction des parametres de la reaction, tels que la concentration et le type d'especes 
ioniques present dans la solution d^ybridation, la nature et la concentration d'agents 
d6naturants et/ou la temperature d'hybridation. Toutes ces donnas sont bien connues et 
les conditions appropriees peuvent etre determines par Inomme du metier. En general 
selon la longueur des sequences nucleiques que Ton souhaite hybrider, la temperature 
dliybridation est comprise entre environ 20 et 70*C, en particulier entre 35 et 65°C dans 
une solution saline a une concentration d'environ 0,5 a 1 M. Lors de 1'etape d'hybridation 
1'amoree ^amplification selon Invention s'hybride preferentiellement sur une sequence' 
cible conserve. 

Selon un mode prefere de realisation de 1'invention, on amplifie au moins une ^uence 
able par PGR. Cette reaction ^amplification pent etre realisee par l'hybridation de deux 
amorces ^amplification qui s'hybrident a diaque extremis de la sequence cible que 1'on 
souhaite amplifier. Preferentiellement, chaque amoree ^amplification s'hybride sur une 
sequence cible conserves A titre indicatif, lorsqu'on utilise une amoree ^amplification 
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comprenant 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°l et une amorce d'amplification 
comprenant 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2, on amplifie une sequence cible 
d'une tame de 1375 panes de base. Cette sequence cible correspond** par exemple a la 
sequence 128-1503 du genome de Staphylococcus aureus (referent Genbank 
X68417). Cette sequence est alors txes pertinente pour notification d'especes de 
baches du genre Staphylococcus puisque une longueur de 1375 paires de bases permet 
d'obtenir un grand nombre de regions specifiques de chaque espece de Staphylocoques, 
au sein de cette longue sequence, chacune des regions specifiques pouvant etre mise en 
evidence par 1'utilisation d'une batterie de sondes d'especes. 

Selon un mode prefer* de realisation de 1'invention, lorsqu'on utilise une amorce 
d'amplification comprenant 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°l et une amorce 
d'amplification comprenant 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2 en PGR, chaque 
cycle de la reaction d'amplification enzymatique compiend les etapes suivantes : ' 

o la denaturation de la sequence cible si celle ci est en double brin (et/ou la 
destination de la sequence cible et de l'amplicon a partir du 2»- cycle), realisee 
preferentieUement a une temperature comprise entre 90 et 99°C, et encore plus 
preferentieUement entre 94 et 95 °C, pour une duree preferentieUement comprise 
entre 20 et 40 secondes, et encore plus preferentieUement pour une duree 
comprise entre 25 et 35 secondes 
o 1'hybridation de chacun des brins cibles, obtenus lors de 1'etape de denaturation 
preeedente avec au moins une amorce d'amplification, realisee preferentiellement a 
une temperature comprise entre 50 et 60 °C, et encore plus preferentieUement 
entre 53 et 57 °C, pour une duree preferentieUement comprise entre 20 et 40 
secondes, et encore plus preferentiellement pour une duree comprise entre 25 et 
35 secondes 

o la fonnation a partir des amorces d'amplification de copies de la sequence cible 
(ou amplicons), realisee preferentieUement a une temperature comprise entre 65 et 
80°C, et encore plus preferentieUement entre 70 et 74 °C, pour une duree 
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preferentienement comprise eate 45 et 75 secondes, et encore plus 
prfferenticllement pour une duree comprise enire 55 et 65 secondes 
ce cycle etont repel. preferenueUement de 25 a 35 f ois, et encore plus preferentiellement 



30fois. 



Au sens de la pnfsente invention, on entend par amplicoas les copies de la sequence cible 
obtenues lors d'une reaction ^amplification enzymatique. 

La detection des amplicons lors de, l^e_Q peut ete realisee par tous les protocoles 
connus de rhomme du metier concemant la detection d'acides nucleiques. A litre mdicatif, 
cette detection peut etie realisee apr* migration par electrophorese des amplicons qui 
nugre en fonction de leur taille. Le gel et le mlieu de migration peuvent comprendre du 
bromure d'ethydium afin de permettre la detection directe des amplicons lorsque le gel est 
place, apres un temps de migration donne, sur une table lumineuse a rayons UV (ultra 
violet) par remission d'un signal lumineux. Ces techniques d'electrophorese sont bien 
connus de rhomme du metier. Les amplicons peuvent 6galement etre detectes et quantifies 
par utilisation d'une gamme de quantification obtenue par une faction d'amplification 
conduite jusqu'k saturation. 

On peut egalement utiliser des sondes d'hybridation pour detecter la presence des 
amplicons. Au sens de la presente invention, on entend par sonde dTxvbridation une 
sequence nucleique de 5 a 100 motifs nucleotidiques, notamment de 15 a 35 motifs 
nucleotidiques, possedant une specificite dTrybridation dans des conditions determinees 
pour former un complexe dhybridation avec une sequence nucleique cible. La sonde 
d'hybridation peut comprendre un marqueur permettant sa detection. On parle alors de 
sondes de detection. Pax- detection on entend soit une detection directe par une methode 
Physique, soit une detection indixecte par une methode de detection a 1'aide d'un 
marqueur. De nombreuses methodes de detection existent pour la detection des acides 
nucleiques. [Voir par exemple Kricka et al., Clinical Chemistry, 1999, n° 45(4) P 453 
458 ou Keller G.H. et al., DNA Probes, 2nd Ed., Stockton Press, 1993, sections 5 et 6, 
p. 173-249]. Par margueur, on entend un traceur capable dengendrer un signal que 1'on 
peut detecter. Une liste non limitative de ces traceurs comprend les enzymes qui 
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produisent un signal detectable par exemple par colorimetrie, fluorescence ou 
luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la beta 
galactosidase, la glucose-6-phosphate deshydrogenase; les chromophores comme les 
composes fluorescents, luminescents ou colorants ; les groupemente a densite eiectronique 
5 detectables par microscopie eiectronique ou par leurs propridtes electriques comme la 
conductivity par les methodes d'amperometrie ou de voltametrie, ou par des mesures 
d'impedance ; les groupements detectables par des methodes optiques comme la 
diffraction, la resonance plasmon de surface, la variation d'angle de contact ou par des 
methodes physiques comme la spectroscopic de force atomique, 1'effet tunnel, etc. ; les 
10 molecules radioactives comme 32 P, 35 S ou 125 L 

Selon un mode particulier de realisation de 1'invention, le precede tel que defini ci dessus 
comprend en outre l'&ape suivante : 

D. on identifie l'espece de bacteries de genre Staphylococcus par l'utilisation d'au 
15 moins une sonde d'hybridation capable de s'hybrider sur une sequence cible 

specifique d'une espece de bacteries de genie Staphylococcus. 
Par sonde d'hybridation capable de sJabnder m une sequence dbte spjcjfigue (Tung 
espece de bacteries de genre Staphy lococci,? , on entend une sonde d'hybridation telle 
que definie precedemment, qui comprend au moins une sequence complement^ ou 
20 suffisamment complementaire a une sequence cible specifique d'une espece de bacteries 
de genre Staphylococcus. Au sens de la presents invention, la sonde d'hybridation pent 
Stre une sonde due de detection . Dans ce cas, la sonde dite de detection est marquee au 
moyen d<un marqueur tel que defini precedemment Grace a la presence de ce marqueur, 
on pent detecter la presence d'une reaction d'hybridation entre une sonde de detection 
15 donnee et la sequence cible specifique d'une espece donnee. La presence d'une telle 
reaction d'hybridation permet ainsi d'identifier une espece donnee de bacteries de genre 
Staplrylococcus. La sonde d'hybridation pent etre egalement une sonde dite Hp. rar>tnr»=» 
Dans ce cas, la sonde dite de capture est immobilisee ou immobilisable sur un support 
solide par tout moyen approprie, c'est-a-dire directement ou indirectement, par exemple 
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par covalence ou adsorption. On detecte alors la reaction d'hybridation enlre une sonde 
de capture donnee et une sequence cible specifique de l'espece donnee cc qui permet 
d'identifier l'espece bacterienne. Pour la detection de la faction d'hybridation, on utilise 
prefcrentiellement des sequences cibles marquees, diiectement (notemment par 
Incorporation d'un maiqueur au sein de la sequence cible) ou inditectement (notamment 
par FutiUsation d'une sonde de detection telle que definie pr€cedetnment) la sequence 
cible. On peut notamment realiser avant l'etape d'hybridation une 6tape de marquage 
et/ou de chvage de la sequence cible, par exemple en utilisant un desoxyribonucleotide 
triphosphate marque lors de la faction d'amplification enzymatique. Le chvage peut etre 
realise notamment par Taction de Imidazole et de chlomre de manganese. La sequence 
cible peut aussi etre marqu6 apres l'etape d'amplification, par exemple en hybridant une 
sonde de detection selon la technique dhybridation sandwich deerite dans le document 
WO 91/19812. Un autre mode particulier preferentiel de manage d'acides nucleiques 
est decrit dans la demande FR2 780 059. 

Comme support solide, on peut utiliser des materiaux de synthese ou des materiaux 
naturels, eventuellement modifies chimiquement, notamment les polysaccharides tels que 
les materiaux a base de cellulose, par exemple du papier, des derives de cellulose tels que 
l'acetate de cellulose et la nitrocellulose ou le dextrane, des polymeres, des copolymeres, 
notamment a base de monomeres du type styrene, des fibres naturelles telles que le coton, 
et des fibres synthetiques telles que le nylon ; des materiaux minenuxx tels que la silice, te 
quartz, des verres, des cerarniques ; des latex ; des particules magnetiques ; des derive* 
m^taUiques, des gels etc. Le support solide peut 6tre sous la forme d'une plaque de 
microtitration, d'une membrane comme decrit dans la demande WO 94/12670, d'une 
particule. On peut egalement immobilizer sur le support plusieurs sondes de capture 
differentes, chacune etant specifique d'une espece de bacteries de genre Staphylococcus. 
Selon un mode prefer de relation de 1'invention, on utilise comme support une biopuce 
sur laqueUe sont immobilisees un grand nombre de sondes de capture differentes. Par 
biopuce, on entend un support solide de dimension refiuite ou sont fixee une multitude de 
sondes de capture a des positions predetermined. Le concept de biopuce, ou puce a 
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ABN, date du ddbut des an^ 90 et repose sur ™ techn^ plmidisciplfaaire 
la mtoo-aec^, h ^ ^ ^ ^ ^ 

Aflymeuix ("Accessing Genedc Jhfomauon ^ HgM*^ DNA ^ Cheeet 
Science, 1996, 274, 610-6 M . •tight-geuerafcd ohgonndeobde anny, ta rapide 
SeqUenCE malySiS "- A - °"-« « 4. ftoc. Nan. Acad. ScL USA , ,994 9! 
5022-5026), pour les diagnostics moltalahes. DWs exempies de biopuces son! 
don n& dan Sl e S p u bHcadon S dcO.Ra nls , y , Na « ureBiotehnolosy) ^ 
i F. Cnnot, Human Mutation, 1997, nno, p.1-10 ; J. Cheng e, aU Moletndar diagnosis 
1996, nn ( 3), p.,83-200 ; T. Uvac*e « a!. Nucleic Acid, Reseatch, ,994, „• 22(15) p 
2915-2921 ; J. Cheng et al, Nanno Biotechnology, 1998, n° 16, p. 541-546 on dans les 
brevet US 4,981,783, US 5,700,637, US 5,445,934, US 5,744,305 e, US 5,807 522 
U principale dn support sonde doit e« de conserver les camcterisuques 

dHybridauon des sondes de capbrre an, les sequences cMe tout en gen^an, m bnu, de 
ond nnnimnn, pour la m^hode de deteonou. La m<t hode des blocks .pose sur 
1 emploi de sondes de capture fixdes sur un support solide sur lestjuelles on fait agir des 
^uertces nudeiques cib.es marques di^emen, ou i**^, ayec ^ 
fluomch^te, Les sondes de captme son. p^bonndes de tnanifre sp^ „ fc 
support „ puce e, chape hybridation donne one infcnttadon parucnhere, en rtdadon avec 
la sajuenc nncleique cible. Aprts hybndata, ,e ^ort ou pnc* est !av«e) e, b 
*ac*,n dTrybridauon end, one sdqneate nndeiqne cibie n^uee « nne sonde de 
captumpeuUhe ddtecm P-l-»ulisanond-un 1 igandde,or te « H e P arexe rapl eant 1 
-artpeur de type Anorectal La fluorescence c lue ^ ^ ^ m ^ e , 
■'analyse de la fluo™ est trar.de par intake. La prince dW reacdon 
d'hybridauon entm one sonde de caphus donnde e. m sdqnence ^ ^ 

espto donnde penne, ainsi d'identifier Pesptae denude de bactdries de genre 
Staphylococcus. 
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L'invention concerne egalement une amorce d'amplification caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins 10, prcferentieUement au moins 15 et encore plus preferentiellement 
au moins 20 motifs nucleotides de la SEQ ID N°l et une amorce d'amplification 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins 10, preferentiellement au moins 15 et 
5 encore plus prefemntiellement au moins 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2 

Preferentiellement, I'amorce d'amplification selon l'invention comprend au moins 10 
prefStentieuement au moins 15 en encore plus preferentiellement au moins 20 motifs 
nucleotidiques contigus de la SEQ ID N°l on au moins 10, preferentiellement au moins 15 
en encore plus preferentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques contigus de la SEQ ID 
10 N°2. 

Au sens de la presente invention, une amorce ^amplification comprenant 

• une sequence homologue a la SEQ ID N°l ou la SEQ ID N°2, c'est a dire 

o la ^»ence complements 
ID N°l ou 2 

15 ° ^ s6quence P^entant 80 % d'homologie avec la SEQ ID N°l ou la 

SEQIDN°2, 

• une sequence comprenant une sequence de SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 (ou une 
sequence homologue a SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 telle que definie 
precedemment) dans laquelle les bases uracile sent substituees aux bases mymine, 

20 ou dans laquelle au moins une base est substituee par une base universelle telle que 

Tinosine, 

et qui aurait la meme fonction que ramorce d'amplification selon l'invention, c'est a dire 
permettxe ^amplification d'un grand nombre d'especes de bacteries de genre 
Staphylococcus, est consider^ comme equivalente a I'amorce ^amplification selon 
25 l'invention. 

L'invention concerne egalement une pane d' amorces d'amplification caracterise en ce 
qu'elle comprend une amorce d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 
au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 motifs nucleotidiques de la SEQ 
ID N°l et une amorce d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement au 
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moms 15 « eucore plus au moins 20 motifs nncldoddiques delaSEQ 

ID N°2. Cette paire dWe es, preferentiellemen, ulflis<e te me ^ 
d' amplification enzymatique telle que la PGR. 

L'invenuon conoeme egalement Puujisauon d'au moins une amome oomprcnan. an moins 
5 1 °.P^M^tann TO in Sl 5e,^p lusprff ^ fctaMn ^ 20motife 
nucleoddiques de la SEQ ID N°l et/ou an moms une amo.ce ^mpreuan. an moins ,0 
prefemnuellemen, au Moins 15 et enoore plus preferendeHemen, au mote 20 monfc 
nucldoudiques de la SEQ ID m pom !a deteodon et/ou ridendnoadon de bao«es 
appartenant au genre Staphylococcus. 
■0 L-invendon eonceme enfl, « M , ^ de baches de gem* 

comprenan. au mdus une amom. compenan, an moins 10, prfferentieuement an moins 
15 e, eucore pins peftendellement au moins 20 moufs nucKoudiques de la SEQ ff> N n 
«/ou an moms m amo.ee comprenan. an moms 10 , ,* B(ehM mmo ^ l5et 
encore plus pteftrenttellemen, an mohs 20 moufs nucleoudiqnes 6elaSEQn>N°2 

15 

Invention eonceme egalement uue sonde d'hybridadon earned en ce qu'eUe 
comprend au moin, 10, p^ddlemen, an moins 15 et eucore plus prfSmnuenemen, 
a» moins 20 motifs uudeoflmques de la SEQ ID N°l et une sonde dltyWdadon 
earned en ee qu'eBe comprend au mdns 10 _ JimmUlmmt m ^ ^ ^ 

» ^Ptej^nnenemeuta„moin S 20mon6nuoleoddiq^sdelaSEQID I « 

fteferenuellement h sonde d'hybridatton aelon Pinvendon comprend an moins .0 
peferendellemen, an moms 15 en encore p te pdf^dellemen. au moins 20 modfs 

en encore plus ptefendellement au nrcins 20 moufs nucleoddiques contigus de la SEQ ID 

An sens de la prfsen te in V e„dou, nne sonde tfhybridadon compmnant 

• "neaequeaoehomologueilaSEQIDN"! ou la SEQ ID N°2, e'est i dire 

o ^^^complementaueousufflaammentconvlemente 
IDN°lou2 



WO 2005/007883 



PCT/FR2004/050315 



18 



10 



15 



20 



25 



o une sequence presentant 80 % d'homologie avec la SEQ ID N°l ou la 
SEQIDN°2, 

• une sequence comprenant une sequence de SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 (ou une 
sequence homologue a SEQ ID Wl ou SEQ ID N°2 telle que definie 
pr^demment) dans laquelle les bases uracile sont substitutes aux bases thymine 
ou dans laquelle au moins une base est substitute par une base universelle telle que 
l'inosine, 

et qui aurait la meme fonction que la sonde d'hybridation selon Invention, c'est a dire 
permettre la detection d'un grand nombre d'especes de bacteries de genre 
Staphylococcus, est consideree comme equivalents a la sonde d'hybridation selon 
Tinveotion, 

La sonde d'hybddauon seta rinventa, pent to une sonde de daecnon ou une sonde de 
capture telles que definies prectdemment 

L'invention conceme egalement 1'utilisation d'au moins une sonde d'hydridation 
comprenant au moins !0, prefe^ntiellement au moins 15 et encore plus prererentietiement 
au moans 20 motifs nucleotides de la SEQ ID N°l et/ou au moins une sonde 
d'hybridation comprenant au moins 10, preferentiellement au moins 15 et encore plus 
preferentieUement au moins 20 motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2 pour la detection 
et/ou Identification de bacteries appartenant au genre Staphylococcus. 
L'invention conceme egalement un kit de diagnostic de bacteries de genre 
Staphylococcus comprenant au moins une sonde d'hybridation comprenant au moins 10 
preterentieUement au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°l et/ou au moins une sonde d'hybridation comprenant au 
moins 10, preferentiellement au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 
motifs nucleotidiques de la SEQ ID N°2. 

L'invention conceme enfin une composition pour la detection de bacteries de genre 
Staphylococcus comprenant au moins une sonde d'hybridation comprenant au moins 10 
preferentiellement au moins 15 et encore plus preferentiellement au moins 20 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N'l et/ou au moins une sonde d'hybridation comprenant au 
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mam* to. « moios I5 et ^ phB au mojns ^ 

motifs nucMotidiques de la SEQ ID N°2. 

La flgnre mtmtt m donnfe 4 a. mmmit e, aucnn caracfee tata* EOe 
permetua <te mieux comprendre l'inventioa 

La figure 1 prdserae nne rtaograpbfe d'an gel d-flectmphortse td qu-obtenu aprts 
mtgradon de dififcents ampins obfcnus seta Pexemple d ^ ^ ^ ^ ^ 
IS. Lea amplicons provenaient ^ fc ^ 

Staphylococcas MM ssp cohmi; Puits * 

S^ococcus xylo^; Pm* 5 , S^ hylococcus faMml) „ fc ^ 

-WW Pas a„ genre StapMococcus ^ 6: ^ ? 

M Puna Ift Enlace, cioacae; Puita U: P mlaa minMm .^ ^ n . 
Siccus a tolaaia e; Puits 13: CUro tacer freuncUk Puta .4 : 
-M* Mts 15: ^ u w ^ ^ a 

e«e vMee par b n^on d , m ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

bactene de genre ^^^^^ 
anendue, correspondant 4 » ^ de ^ ^ ^ ^ 

bande *«« observ* pour les bace* n'appatenan. pas au ^ 
(putts 6 U5). Le puits T(-) correspond a un tube temoin negadf. 

Lea exemples auivaata son, ^ , ^ a ^ ^ 

teatatif. Us penneoront de mieux compraidre 1' invention. 

que 11 espicea de baches n-appartenan, paa au genre S^lococcus (ttbleau 1) on, 
d« raise en cmuae aur milieu gflose uyp^a par una incubafion a 37°C dtaan, une 
nmt U n» de cordon des espicea de baches miaea eu culrure es, indiqud dans le 
«*- 1 ci apr* (ATOC : American type cute coUecdon ; DSM : Deutsche Sammlung 

von Mikroorganismen; CCM • Czech enlWri™ • 

y - zeai C0llectl0n of microorganisms; CCUG : Culture 

collection, universal de Gateborg, Suede). 
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Tableau 1 - Genre ct espece de bactfries testes dans le proc*^ selon 1'invention 




Staphylococcus 



caprae 



ATCC35538T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



carnosus carnosus 



carnosus utilis 



chromogenes 



ATCC51365T 



DSM11676T 



ATCC43764T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



cohnii cohnii 



cohnii urealyticum 



ATCC29974T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



condimenti 



delphini 



epidermidis 



DSM11674T 



ATCC49171T 



ATOC1499QT 



Staphylococcus 



equorum 



ATCC43958T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



gallinarum 



haemolyticus 



ATCC35539T 



ATCC2997QT 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



hominis.hominis 



hominis.novobiosepticus 



hyicus 



ATCC27844T 



CCUG42399T 



ATCC11249T 



Staphylococcus 



intermedius 



ATCC29663T 



Staphylococcus 



kloosii 



ATCC43959T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



lentus 



lugdunensis 



pasteuri 



ATCC29Q70T 



ATCC43809T 



ATOC51129T 



Staphylococcus^ 



piscifertnentans 



ATCC5U36T 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



pulvereri 



saprophyticus.bovis 



ATCC51698T 



CCM441QT 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



Staphylococcus 



saprophyticus.saprophvticux 



schleiferL coasulans 



schleiferLschleiferi 



sciun 



ATCC15305T 



CCUG37248T 



ATCC4308T 



ATCC29062T 



Staphylococcus 



simulans 



ATCC27848T 



Staphylococcus 



yitulinus 



Staphylococcus 



warned * 



ATCC27836T 



Staphylococcus 



Escherichia 



xylosus 



coli 



ATCC29971T 



ATCC11775T 



Streptococcus 



pneumoniae 



ATCC334O0T 



pneumoniae 



ATCC13883T 



Pseudomonas 



Enterococcus 



Enterobacter 



aeruginosa 



faecalis 



cloacae 



ATCC10145T 



ATCC19433T 



ATCC13047T 



mirabilis 



ATCC29906T 



Streptococcus 



Citrobacter 



Salmonella 



agalactiae 



freundii 



enteritidis 



ATCC13813T 



ATCC8090T 



Stenotrophomonas 



maltophila 



ATCC13637T 
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Une suspension homogene a environ 10° CFU/ml dans de 1'eau sterile a ete prepare a 
partir des differentes colonies de baches cultivees, par un densitometre bioMerieux (ref 
99234). Les bacteries contenues dans un volume de 600 ul de cette suspension ont eta 
lysees mdcaniquement afin d'extraire leur materiel nucleique. ^amplification a ete realis6e 
sur ce lysat de bacteries. 

2) Amplification rf W . sjguence cMe de bactines de senre Sm ^ococcus ear 
Polymerase Chain Reaction ( PCRY. ramplification d'une sequence cible a ete rdatisee 
par PGR pour chaque souche bacterienne, par Utilisation d'un kit Expand high fidelity de 
Roche (ref 11732650). Les PGR ont ete effectuees a 1'aide du kit Fast-Start™ (Roche 
Molecular Biochemicals). Chaque PGR a ft* effectuee dans un volume final de 50 ul 
contenant du MgC12 (0,25mM), des deoxynucleotides triphosphate (0,25 mM Roche) 
03 uM de 1'amorce ^amplification comprenant 20 motifs nucleotides de la SEQ ID 
N°l (5' TAACCTACCTATAAGACTGG 3') et 0,3 uM de 1'amorce ^amplification 
comprenant 20 motifc nucleotidiques de la SEQ ID N°2 (5' TC ACC CCA ATC ATT 
TGT CCC 3') et 0,05 U du melange de polymerases Expand high fidelity du kit afin 
d'obtenir un volume leactionnel final de 50ul. 

Ap.es 4 min a 95>C, 30 cycles de PCR on, « ^ Qaque cycle compenai, „ne 
etape de denaluratton (30 s a 9S°C) ; nne «ape d'hybridanon des anamces d^Bflcadon 
sur la sequence cible (30 s a 55-Q ; „ne etape de famadon des a-nplicons (1 nan a 

72°Q. Une extension finale de 7 min h io°r f^r™;™-. i ^ ^ 

* uc / min a il c teraunait la reaction ^amplification 

enzymatique. 

3)WrificaHondernm rfifirnnn,: U qualite de rampHfication a ete verifiee sur gel 1 5% 
d'agarose dans du tampon TBE 0.5X, apres coloration au bromure d'ethidium. La bonne 
taille des ampUcons a ete verifiee par la migration simultanee d'un marqueur de taille 
(Smart Ladder, Eurogentec). La presence de bacterie de genre Staphylococcus etait 
confirmee par la prince d'une bande de la taille attendue, correspondant a un amphcon 
de l,4kB environ, alors qu'aucune bande n'etait observee pour les bacteries 
n'appartenantpas au genre Staphylococcus. 
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4} Ssmmite amorces d-anmrrtim selon iw. ^ . ,. „-, w ,,, 

P °» «* - d'ADN gfeore^ (2 10 ' • 
2.10= ; IMF s aw ; 2. 10 > ; ZMP « 2 . 10 . ^ , ^ ^ ^ pw te 

— et test* en PCR selon „ ^ 4 ^ ^ ^ fc 

2) de rexempto. Des ampucons etaient obtenus ponr des eoneennations d'ADN 
gfttomique sup&ieures on <gales 4 2.10 s copies/ul 

8WdKfa«m; nn arephcon d'environ 1400 paires de bases a ere obtenn 
ponr chaenne des 39 especes de bacreries de gen* Staphylococcus alors qn-ancun 
amplicon n'a ere gin« ponr lea ant.es espies de bacWes n'appanenan, pas an genre 
^pMocoea* montran, ainsi la trts borne sp&lfMe dea amorces selon 1 Wnuon et 
Pins parfatan, de la paire d W*s salon rinventioa A dtre indicadf, nn exen^Ie 
de gel d'aeotoopbortae obtenne apres naigradon de diffiren,, ampbcona provenant de 
dtflfcen.es espte de baches de genre S*ph yl ococcus (Staphylococcus cohnU asp 
cob* Stophyiococcus coknii ssp urealydcum; Staphylococcus intermedius' 
Staphylococcus xylosus; Staphylococcus pasuuriy et d'espbces de bacteries 
n'apparfcnan, pas au genre Staphylococcus (Streptococcus pneumoniae; OetsUlla 
pneumoniae; Pseuaonvnas aeruginosa;-Mn,erococcus faecalis; Enterobacter 
cloacae; Proteus miraUlis; Streptococcus agalacHae; Cltrobacter freundii- 
Salmonella enteritidis; Stenotrophomonas maltophila) eat pr&entf figure l 
U rendemen, d'amplifeadon a dte evalufc sur un bioanalyser 2100 d'Agilent On obtenai, 
un bon rendement d'ampliflcadon d'environ 18 ng / M l 

Des resubats comparab.es etaient obtenus a partr de prelevements d^artnllons enniqnes 
(Hopital Universitaire de Geniv.) comprenant tea bacteries suivantes : S. arlenae ■ S. 
auricularis; S. aureus; S. capias; S. caprae ; S. camosus ; S. caseotyticus; S 
chromogenes; S. cohnii; S. condiment; S. delphini; S. epidennidis ; S. eauorum ■ 
S. feks; S. gallinarum; S. haemofyHcus ; S. HonUnis ; S. Hyicus ; S. intermedius ; S 
kloosii; S. lentus; S. lugdunensis ; S. muscae ;S. pasteuH; S. piscifermentans : S 
putvereri/S. vindinus ; S. saccharolyHcus ; S. saprophyHcus ; S. scMeiferi ; S. sciuri ; 
S. simulans ; S.warneri ; S.xylosus 
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REVENDICATIONS 

1. ftoc&K de detection el/ou identification de baches de genre Staphylococcus 
d'un echantillon biologique comprenant les Stapes suivantes : 

A on extrait le materiel nucieique des baches de genre Staphylococcus, 

B. on amplifie au moins one sequence cible du materiel nucteique des 
baches de genre Staphylococcus grace a au moins one amorce 
^amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la SEQ 
JD N°l et/ou au moins une amorce ^amplification comprenant au moins 
10 motifs nucleotides de la SEQ ID N*2 pour obtenir des amplicons de 
la sequence cible 

C. on determine la presence de bacteries de genre Staphylococcus par la 
detection desdits amplicons. 



2. Procede- de detection et/ou identification de baches appartenant au genre 
Stapltylococcus selon la revendication 1 comprenant en outre 1'etope suivante : 

D. on identifie l'espece de bacteries de genre Staphylococcus pax l'utilisation 
d'au moins une sonde d'hybridation capable de s'hybrider sur une 
sequence cible specifique d'une espece de bactfrie de genre 
20 Staphylococcus. 

3. Amorce ^amplification carac^risee en ce qu'elle comprend au moins 15 motifs 
nucteotidiques de la SEQ ID N°l. 

25 4. Amorce ^amplification caractMs6 en ce qu'elle comprend au moins 20 motifs 

nucteotidiques de la SEQ ID N°2« 



WO 2005/007883 

PCT/FR2004/050315 



24 



10 



15 



20 



5. Paire d'amorces d'ampHfication earned en ce qu'elle comprend l'amoice telle 
que definie dans la revendication 3 et l'amoice telle que definie dans la 
revendication 4. 



au 



6. Utilisation d'au moins une amorce telle que definie dans la revendication 3 et/ou 
moins une amorce telle que definie dans la revendication 4 pour la detection et/ou 
l'identification de bacteries de genre Staphylococcus. 

7. Kit de diagnostic de bacteries de genre Staphylococcus comprenant au moins une 
amorce telle que definie dans la revendication 3 et/ou au moins une amorce telle 
que definie dans la revendication 4. 

8. Sonde d'hybridation caractensee en ce qu'elle comprend au moins 15 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°l 

9. Sonde d'hybridation caractensee en ce qu'elle comprend au moins 20 motifs 
nucleotidiques de la SEQ ID N°2. 

10. Composition pour la detection de bacteries de genre Staphylococcus comprenant 
au moins une sonde d'hybridation selon la revendication 8 et/ou au moins une 
sonde selon la revendication 9 . 
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<110> BIOMERIEUX SA 



15 <13 0> Unknown 



<160> 2 

<170> Patentln version 3.1 

<2io> 1 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Staphylococcus sp. 



<400> l 

taacctacct ataagactgg 



<210> 2 

<211> 20 

45 <212> DNA 

<213> Staphylococcus sp. 



<400> 2 

tcaccccaat catttgtccc 
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